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基础 研究 


Muc2 基因 沉默 可 降低 益生 菌 抑制 大 肠 杆 菌 昔 附 和 侵袭 的 能 
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摘要 :目的 建立 抑制 肠 上 皮 细 胞 基 


因 组 中 Muc2 基因 表达 的 CRISPR/Cas9 系 统 并 探索 粘 蛋 白 Muc2 在 鼠 李 糖 乳 杆 菌 GG 株 


(LGG) 抑 制 大 肠 杆 菌 K1(Escherichia coli, E.coli k1) 株 E44 昔 附 和 侵 检 肠 上 皮 中 的 作用 机 制 。 方 法 设计 2 个 长 20~25 bp 的 
SSRNA 分 别 靶 向 Muc2, 合 成 ssRNA 守 核 昔 酸 序列 并 构建 CRISPR 表达 载体 , 转 染 野生 型 人 结肠 癌 Ht29 细 胞 ,蛋白 免疫 印迹 法 
检测 抑制 效率 及 通过 MTT 法 检测 其 细胞 活力 及 生长 情况 后 ,竞争 性 排斥 分 析 验 证 粘 和 蛋白 Wuc2 在 益生 菌 抑制 E44 黏 附 侵袭 肠 


上 皮 中 的 作用 。 结 果 


细胞 株 往 选 成 功 ; Wuc2 基 


目的 ssRNA 守 核 昔 酸 双 链 成 功 插 入 酶 切 后 的 lenticrisprv2 质粒 载体 中 且 序 列 正确 ;稳定 抑制 Wuc2 表 达 的 
因 沉 默 后 ,与 空白 对 照 组 相 比 ,其 表达 水 平 明显 降低 ,抑制 率 可 达 81%(P<0.01); 苦 附 侵袭 


实验 中 E44 


相对 黏附 率 为 72.23%(P<0.01) ,相对 侵袭 率 为 81.49%(P<0.01) ,益生 菌 LGG 的 抑制 E44 黏 附和 侵袭 作用 明显 下 调 。 结 论 
Muc2 基 因 下 调 明显 降低 益生 菌 抑 制 E44 黏 附和 侵袭 肠 上 皮 细 胞 的 能 力 ,提示 益生 菌 刺 激 WMuc2 表 达 上 调 可 能 是 其 强化 加 固 肠 粘 
膜 屏 障 和 拷 抗 致 病菌 功能 的 关键 性 
关键 词 :Muc2;LGG;E.coli K1;CRISPER/Cas9;Ht29; 侵 袭 


E 机 制 之 一 ,并 可 为 肠 道 细菌 | 


性 感染 疾病 的 预防 治疗 提供 了 一 个 新 手段 。 


Effect on Muc2 gene knockdown in Ht29 cells by CRISPR/Cas9 on probiotics-mediated 
inhibition of E.coli Kl1 adhesion and invasion 
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Abstract: Objective To investigate the effects of Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) for inhibiting E.coli K1 (E44) adhesion and 
invasion of an intestinal epithelial cell model with Muc? gene knockdown established using CRISPR-Cas9 system. Methods 
Two 20-25 bp sgRNAs targeting Muc2 were chemically synthesized to construct CRISPR expression vectors for transfection in 
wild-type human colonic cancer cell line Ht29. The efficiency of Muc? knockdown was determined using Western blotting. 


After assessment of the viability and proliferation of the transfected cells with MTT assay, we evaluated the effects of the 
probiotics against E44 adhesion and invasion of the cells through a competitive exclusion assay. Results Transfection of the 
cells with Lenticrisprv2 plasmid vectors resulted in a cell line with stable Muc?2 knockdown by 81%. The inhibitory effects of 
probiotics against E44 adhesion and invasion of the transfected cells were markedly attenuated, and the relative adhesion and 
invasion rates of E44 were 72.23% (P<0.05) and 81.49% (P<0.05), respectively. Conclusion Muc2?2 knockdown causes attenuation 
of the inhibitory effects of probiotics against E44 adhesion and invasion of the intestinal epithelial cells, suggesting that 
up-regulation of Muc?2 may serve as an important mechanism for the probiotics to reinforce the intestinal barrier and 


antagonize the pathogenic bacteria, which sheds light on a new strategy for prevention and treatment of bacterial intestinal 


infections. 
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Muc2 基 因 是 美国 学 者 Gum 等 "于 1989 年 自 人 小 
肠 黏膜 的 cDNA 表达 文库 中 克隆 得 到 的 一 种 粘 蛋 白 核 
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心 肽 基因 ,定位 在 染色 体 11p15.3~15.5 上 ,是 编译 分 沁 
型 粘 蛋 白 Mucin2(Muc2) 的 主要 基因 。 粘 蛋白 Muc2 是 
构成 肠 道 粘液 层 的 主要 成 分 ,正常 时 仅 在 小 肠 和 空肠 的 
杯 状 细胞 中 有 表达 且 表 达 量 较 低 ,可 在 肠 腔 的 上 皮 表面 
形成 一 层 烙 液 层 发 挥 润滑 和 持 抗 致 病菌 的 茜 附 和 侵 秦 
的 作用 ” 汪 。 我 们 在 前 期 研究 中 发 现 ,该 粘 蛋 白 不 仅 在 多 
种 上 皮 来 源 的 肠 道 疾病 和 肿瘤 中 出 现 结构 和 功能 质 或 
量 的 改变 ”” , 它 的 表达 更 与 益生 菌 诱导 烙 蛋 白 分 泌 , 上 
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调 基因 表达 和 抑制 致 病菌 黏附 侵袭 的 生物 学 行为 密切 
相关 。 为 进一步 探讨 益生 菌 加 强 肠 屏障 功能 的 机 
制 ,分 析 比 较 益 生 菌 单独 防治 和 调节 烙 蛋 白 Muc2 辅助 
治疗 肠 道 细菌 性 感染 的 异同 ,本 研究 利用 CRISPR- 
Cas9 技术 构建 Muc2 基因 表 达 下 调 的 人 结肠 癌 Ht29 细 
胞 模型 ,分 析 粘 蛋白 Muc2 在 鼠 李 糖 乳 杆 菌 GG(LGG) 
株 抑制 大 肠 杆 菌 (Escherichia coli, E.coli) K1 株 E44 条 
附和 侵 秦 肠 上 皮 中 的 作用 。 


1 材料 和 方法 
1.1 细胞 系 、 菌 株 及 质粒 

E.coli K1 株 E44、 益 生 菌 LGG、HEK293T 和 Ht29 
细胞 由 美国 南 加 州 大 学 洛杉矶 儿童 医院 黄 胜 和 教授 提 
供 并 保存 于 本 实验 室 。DH5-o 感 受 态 细胞 购 自 北 京 易 
昌盛 生物 技术 有 限 责任 公司 。pCMV-dR8.2 dvpr、 
pCMV-VSV-G 和 plentiCRISPRv2 由 本 室 保存 。 
1.2 主要 试剂 

RPMI 1640 培 养 基 、DMEM 高 糖 培养 基 .BCA 和 蛋 
白 定 量 试剂 盒 30% 丙 烯 酰胺 溶液 和 5XSDS 蛋白 电泳 
上 样 缓冲 液 均 购 自 北京 易 国 昌盛 生物 技术 有 限 责 任 公 
司 ; 限 制 性 内 切 酶 BasB1 和 T: 连 接 酶 购 自 TAKARA 公 
司 ;质粒 小 提 试 剂 盒 购 自 TIANGEN 公司 ;E.Z.N.A. 
™MEndo-Free Plasmid Mini Kit I 无 内 毒素 质 提 试 剂 盒 购 
自 OMEGA 公 司 ;氯仿 . 异 丙 醇 其 余 试剂 为 国产 分 析 纯 ; 
DNA 测 序 由 生 工 生物 工程 (上 海 ) 股 份 有 限 公司 完成 。 
1.3 构建 AMuc2 细胞 模型 

查询 NCBI 基 因 库 中 人 Wuc2 基因 序列 ,并 根据 
CRISPR/Cas9 系统 中 sgRNA 对 20 个 碱 基 靶 序列 DNA 
识别 要 求 革 序列 后 紧 跟 一 个 -NGG(N 代 表 ATGC 中 任 
意 一 个 碱 基 ) 的 PAM 序 列 等 设计 原则 , 租 选 特异 性 序列 
为 变异 抑制 靶 点 ,利用 sgRNA 设计 网 站 (http://www. 
e-crisp.org/E-CRISP/designcrisprhtml) 设计 合成 4 条 
Muc2 Oligo 单 链 , 如 下 : 
MCU21F $5-CACCGGCCGGGGAGGCTTCCTGGTG-3' 
MCU21 R 5-AAACCACCAGGAAGCCTCCCCGGCC-3' 
MCU22 FS5'-CACCGCTGGGCATCTGGGCTGGAGA-3' 
MCU22 RS'-AAACTCTCCAGCCCAGATGCCCAGC-3' 

斜体 处 为 BsmB I 酶 切 位 

将 sgRNA 守 核 背 酸 单 链 退火 形成 双 链 DNA; 用 
BsmBI 限 制 性 内 切 酶 酶 切 lenticrisprv2 质粒 ,使 慢 病毒 
CRISPR 质粒 消化 和 脱 去 磷酸 ;连接 酶 切 后 的 
lenticrisprv2 质粒 和 线性 化 sgRNA, 连接 体系 :2 hL 
BasBI digested plasmid;6 nuL vector;1 LT DNA 连接 
酶 ;1 huL Ligase; 10 kL total, 16* 连接 12 h 构 建 
lenticrisprv2-sgRNA ,连接 产物 转化 大 肠 杆 菌 DH5-o 感 
受 态 细胞 ,阳性 重组 体 鉴定 后 小 提 质 粒 并 测序 验证 。 相 


应 包装 质粒 pCMV-dR8.2 dvpr 和 pCMV-VSV-G 的 质 
粒 也 一 并 提取 低温 浓缩 和 切 胶 回收 。 

和 饰 选 Puromycin 工作 浓度 后 ,采用 磷酸 钙 转 染 法 ， 
按 一 定 比 例 混合 plenticrisprv2-sgRNA .pCMV-dR8.2 
dvpr 和 pCMV-VSV-G, 转 染 HEK293T 细胞 。 使 用 
PEG8000 收集 纯化 慢 病 毒 ,0.45 nm 滤 膜 过 滤 ,24 孔 板 
转 染 人 结肠 癌 细 胞 Ht29 及 筛选 稳定 株 ,蛋白 免疫 印迹 
法 和 MTT 法 评估 基因 表达 下 调 模型 构建 效果 。 
1.4 籍 附 实验 和 侵袭 实验 

黏附 实验 :E44+LGG 处 理 组 按 (10'CFU LGG+ 
105CFU E44)/ 孔 加 入 培养 有 Ht29 细 胞 的 24 孔 细胞 培养 
板 中 ,孵育 3 h,E44 人 处 理 组 用 等 体积 新 鲜 完全 培养 液 代 
替 LGG。0.5% Tri ton X-100 200 nL 孔 孵育 10 min, 售 
比 稀释 后 涂 布 售 利 福 平 的 LB 琼脂 平板 ,24 h 后 计数 菌 
落 数 。 

侵袭 实验 :E44+LGG 处 理 组 按 (10'CFU LGG+ 
10'CFU E44)/ 孔 加 入 培养 有 Ht29 细 胞 的 24 孔 细胞 培养 
板 中 ,孵育 3 h,E44 处 理 组 用 等 体积 新 鲜 完 全 培养 液 代 
替 LGG。 换 入 新 鲜 完 全 培养 液 ( 含 100 hg/mL 庆 大 霉 
素 ) 孵 育 1 h。0.5% TritonX-100 200 nL 孔 孵育 10 min， 
倍 比 稀释 后 涂 布 含 利 福 平 琼脂 平板 ,24 h 后 计数 菌落 数 。 
1.5 统计 学 处 理 

结果 用 均 数 + 标准 差 表示 ,统计 方法 采用 SPSS13.0 
统计 软件 中 的 单 因素 方差 分 析 。P<0.01 认 为 差异 有 统 


计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 AMuc2 细胞 模型 构建 

泳 道 1-3 为 ssRNA(Muc2 1) 所 属 鉴定 结果 , 泳 道 
4-7 为 sgRNA(Muc2 2) 所 属 鉴定 结果 。 目 标 条 人 带 最 亮 ， 
其 他 条 带 较 淡 ,提示 最 后 的 PCR 产物 质量 较 好 ,无 明显 
降解 , 且 大 小 皆 为 所 设计 的 插入 片段 大 小 。 插 入 序列 及 
其 位 置 方向 与 预期 相符 ,lenticrisprv2-sgRNA 质粒 构 
建 正确 (图 1)。 

转 染 前 按 浓度 梯度 0.1.2.3.4.5.6.7 hg/mL 选取 
Puromycin 工作 浓度 ,根据 其 结果 ,选择 5 hg/mL 为 野生 
型 Ht29 细胞 4 d 内 全 部 致死 的 Puromycin 最低 浓度 。 
慢 病 毒 包装 .纯化 浓缩 . 转 染 后 ,筛选 KD-Muc2-Ht29 
稳定 转 染 细胞 株 (图 2)。 

2.2 AMuc2 细胞 模型 的 鉴定 

经 细胞 总 蛋白 提取 和 和 蛋白 定量 后 ,蛋白 免疫 印迹 法 
检测 沉默 后 Muc2 蛋白 的 表达 ,取得 SDS-PAGE 结 果 并 
进行 目的 基因 与 内 参照 条 带 光 密度 分 析 。 结 果 表 明 抑 
制 率 可 达 81%(P<0.01, 图 3)。 

2.3 Muc2 沉 默 对 Ht29 细胞 活性 的 影响 
MTT 法 测定 Muc2 表达 下 调 的 Ht29 细 胞 与 正常 
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图 1 Lenticrisprv2-sgRNA 质粒 的 构建 和 鉴定 


M1234567 


Fig.l Construction and identification of lenticrisprv2-sgRNA plasmid. A, B: 
Transformation of competent cells of E. coli DHS5-a; C: Identification of the target DNA 


recombinated with colony PCR and sequencing, which demonstrated correct insertion 


position and direction of the sequences. 


图 2 研究 中 各 细胞 的 形态 观察 


LI 


Fig.2 Morphological observation of wild-type Ht29 cells (A), HEK293T cells (B), and the stably transfected cell line 
KD-Muc2-Ht29 (C) (Original magnification: x100). Ht29 cells were maintained in RPMI 1640 (supplemented with 10% FBS and 
0.1% SM and PG) in 5% CO at 37 C. HEK293T cells were cultured in high-glucose DMEM (10% FBS) in 5% CO at 37 CC. 
KD-Muc2-Ht29 cells were maintained in RPMI 1640 (10% FBS) in 5% CO, at 37 %. 


Ht-29 Ht-29 (A Muc2) 


Muc2 0 一 


图 3 慢 病毒 转 染 前 后 粘 蛋白 Muc2 相关 蛋白 
表达 含量 对 比 
Fig.3 Comparison of expression of Muc2 
protein in cells with gene silencing. *P<0.01 
vs Ht29 group. 


HT29 细胞 的 生长 曲线 和 汇合 率 曲 线 , 结 果 显 示 Muc2 
缺失 前 后 两 种 细胞 的 活性 和 生长 情况 良好 ,生长 曲线 
(图 4) 和 汇合 率 曲线 (图 $) 没 有 明显 差异 。 佑 算 正 常 
Ht29 细 胞 群体 的 倍增 时 间 约 为 26 h,KD-Muc2-Ht29 细 
胞 的 倍增 时 间 约 为 24 h,[Td=At Lg2/(LgNt-LeN0)]。 
2.4 Muc2 表 达 下 调 对 益生 菌 抑制 E44 黏附 能 力 的 影响 
竞争 性 排斥 分 析 Muc2 沉默 在 益生 菌 持 抗 E44 黏 


附 野 生 型 Ht29 细胞 中 的 调节 作用 。 将 E44 处 理 组 条 附 
率 假定 为 100% 标 化 LGG 与 E44 共 孵育 时 E44 的 相对 
竺 附 率 ( 相 对 黏附 率 色 =(LGG+E44 处 理 组 的 菌落 数 / 
E44 处 理 组 的 菌落 数 )x100%)。Muc2 基 因 表 达 下 调 前 ， 
E44 相 对 黏附 率 为 153.38% ,益生 菌 LGG 显著 抑制 致 病 
菌 E44 笑 附 侵 穴 Ht29 细 胞 (P<0.01);Muc2 基 因 沉 默 后 ， 
E44 相 对 黏附 率 为 72.23% ,益生 菌 LGG 的 干扰 作用 明 
显 降低 (P<0.01, 图 6)。 
2.5 Muc2 表 达 下 调 对 益生 菌 抑制 E.coli KK1 株 E44 侵 歼 
能 力 的 影响 

以 E44 处 理 组 侵 秦 率 假 定 为 100% 标 化 LGG 与 
E44 共 孵 育 时 E44 的 相对 侵 认 率 (相对 侵 礁 率 %= 
(LGG+E44 人 处理 组 的 菌落 数 /E44 处 理 组 的 菌落 数 )x 
100%)。Muc2 基 因 沉默 前 ,E44 相 对 侵袭 率 为 23.13% ， 
益生 菌 LGG 显著 抑制 致 病菌 E44 黏 附 侵袭 Ht29 细 胞 
(P<0.01);Wauc2 基 因 沉 默 后 ,E44 相 对 侵袭 率 为 81.49%， 
益生 菌 LGG 的 干扰 作用 明显 下 调 (P<0.01, 图 7)。 
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E44 LGG+E44 
图 6 Muc2 在 益生 菌 持 抗 E44 医 附 Ht29 细 胞 中 的 调节 作用 


Fig.6 Antagonistic effect of Muc?2 gene against E44 
adhesion to Ht29 cells before and after transfection. After 
three generations of culture (12 h), the probiotics reached 
the count of 10” cells/mL and E. coli K1(E44) reached 10° 
cells/mL. *P<0.01 vs LGG+E44 before Muc?2 knockdown; P< 
0.01 vs control E44. 


3 讨论 

大 上 肠 杆菌 E.coli K1 株 E44 是 引起 新 生 儿 脑膜 炎 和 
菌 血 症 极为 常见 的 革 兰 氏 阴 性 菌 , 黏 附和 侵袭 是 忆 coi 
K1 株 与 宿主 细胞 Ht29 发 挥 作 用 的 关键 , 致 病菌 只 有 穿 
透 肠 屏障 才能 引起 血 源 性 感染 “”"。 因 此 ,要 阻 断 细菌 
穿 透 肠 屏 障 引 起 细菌 性 感染 ,有 必要 研究 Muc2 基因 在 
益生 菌 调节 大 肠 杆 菌 黏附 和 侵袭 肠 屏 障 中 的 作用 机 理 ， 
对 理解 益生 菌 保护 肠 屏障 作用 的 分 子 机 制 或 寻找 潜在 
的 益生 菌 辅助 治疗 方案 都 具有 重要 价值 。 

CRISPR/Cas9 系统 是 一 类 广泛 存在 于 细菌 和 上 古 细 
菌 体内 的 高 度 保守 获得 性 免疫 机 制 ,其 识别 靶 点 依靠 
PAM 区 和 靠近 PAM 区 的 11 bp 种 子 序列 。sgRNA 和 
Cas 蛋 白 是 CRISPR/Cas9 系统 发 挥 活性 的 核心 ,可 
对 外 来 人 侵 的 叭 菌 体 或 是 遗传 物质 进行 有 效 干 扰 ,在 细 
菌 \ 真 核 生 物 ”” ,高 等 哺乳 动物 等 都 表现 出 较 高 的 基因 
组 编辑 活性 。 本 研究 实现 对 益生 菌 保护 肠 黏膜 屏障 的 
关键 基因 Muc2 的 定点 抑制 ,在 野生 型 人 结肠 癌 细 胞 株 
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图 7 Maxc2 在 益生 菌 持 抗 E44 侵 袭 Ht29 细胞 中 的 调节 
作用 

Fig.7 Antagonistic effect of Muc2?2 gene on E44 invasion 
of Ht29 cells before and after transfection. After three 
generations of culture, the probiotics reached the count 
of107 cells/mL and E.coli E44 reached 108 cells/mL (12 h 
later). *P<0.01 vs LGG+E44 before Muc?2 knockdown; P< 
0.01 vs control E44. 


Ht29 中 建立 完整 的 4Muc2 细胞 模型 ;通过 蛋白 免疫 印 
迹 法 和 MTT 法 检测 ,在 Muc2 基 因 目 的 位 点 的 抑制 率 可 
达 80% 以 上 , 且 基 因 沉 默 后 的 细胞 生长 曲线 无 明显 变化 
证 明 该 细胞 模型 是 有 效 的 。 为 进一步 验证 Wuc2 基 因 沉 
点 对 益生 菌 抑制 大 肠 杆菌 香 附 和 侵 认 的 影响 ,我 们 对 其 
进行 竞争 性 排斥 分 析 。 结 果 显 示 Muc2 基因 沉默 前 ,E44 
相对 黏附 率 为 15.38% ,相对 侵袭 率 为 25.13% ,益生 菌 
LGG 显 著 抑 制 致 病菌 E44 黏 附 侵 袭 Ht29 细 胞 ;Wuc2 基 
沉默 后 ,E44 相 对 黏附 率 为 72.23% ,相对 侵袭 率 为 
81.49% ,益生 菌 LGG 的 干扰 作用 明显 下 调 ,说明 Muc2 
基因 沉默 使 益生 菌 对 大 肠 杆菌 黏附 和 侵袭 的 干扰 作用 
大 幅度 下 调 , 益 生 菌 对 致 病 茵 和 附和 侵袭 肠 屏障 的 持 抗 
作用 无 法 脱离 Muc2 基因 单 独 起 作用 ,日 Muc2 的 高 表 
达 有 助 于 益生 菌 发 挥 抑 制作 用 ;同时 研究 发 现 Muc2 基 
因 沉 默 后 ,E44 相对 黏附 率 为 72.23% ,相对 侵袭 率 为 
81.49% ,益生 菌 对 致 病菌 黏附 和 侵袭 的 持 抗 作用 并 未 
完全 消失 ,提示 在 益生 菌 的 持 抗 作用 中 除了 Muc2 基因 
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的 表达 以 外 ,还 有 其 他 影响 机 制 存在 。 

综 上 ,本 研究 以 粘 蛋 白 Muc2 基 因 作 为 研究 起 点 , 沉 
默 Wuc2 基 因 表 达 ,探究 WMuc2 基 因 、 鼠 李 糖 乳 杆 菌 GG 
株 和 大 肠 杆菌 E.coli K1 株 E44 之 间 的 关系 ,检测 Muc2 
基因 在 益生 菌 对 大 上 肠 杆菌 理 附 和 侵袭 肠 上 皮 细 胞 的 持 
抗 作用 中 的 生物 学 功能 。 人 研究 结果 亦 提 示 益 生 菌 刺激 
粘 和 蛋白 Muc2 表达 上 调 是 其 强化 加 固 肠 粘 膜 屏障 和 持 
抗 致 病菌 功能 的 关键 性 机 制 之 一 ,调节 粘 和 蛋白 Muc2 辅 
助 治疗 肠 道 细菌 性 感染 可 比 益 生 菌 单独 防治 更 大 程度 
地 发 挥 生物 学 效应 ,具体 机 制 有 竺 进一步 探讨 。 通 过 
CRISPR/VCas9 修 饰 益 生 菌 抑制 致 病菌 进程 中 的 关键 基 
,调节 烙 蛋 白 Muc2 辅 助 益生 菌 制剂 治疗 有 望 成 为 防 
治 肠 道 感染 性 疾病 新 的 突破 口 。 
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